

SCHWEIZERISCHE EIDGENOSSENSCHAFT CONFeotRATION SUISSE CONFEDERAZIONE SVIZZERA 



"A' 



Bescheinigung 



Attestation 



Attestazione 



Die beitiegenden Akten stimmen 
uberein mit den ursprunglichen 
techntschen Unterlagen des auf 
der nachsten Seite bezetchoeten 
Patentgesuches fur die Schweiz 
und Liechtenstein. * 



Les documents ci-joints sont 
conformes aux pieces techniques 
originales de la demande de bre- 
vet pour la Suisse et le Liechten- 
stein * specif i6e h la page suivan- 
te. 



Gli uniti documenti sono con- 
form! agli atti tecnici original! 
della domanda di brevetto per la 
Svizzera e il Liechtenstein * spe- 
cificate nella pagina seguente. 



Bern, 1 5, Juni 1990 




Bundesamt f Ur geistiges Eigentum 
Office fM^ral de la propri^te inteilectuene 
Ufficto federate della propriety intellettuale 

Der Sektionschef /Le chef de section /It capo di sezione 

— <^%>- 



* Die Schweiz uneJ das Fur$t«ntum Liechtenstein bilden eln einheltliches Schutzgebiet. Der Schutz kann deshalb nur fur beide Lander 
gemeinsam beantragt werden. 

* La Suisse et la Princlpautd ds Liechtenstain constituent un terrltolre unltalre de protection. Lo protection no peut done tiro rcven- 
diqude que pour I'ensemble dcs deux Etats. 

* La Svizzera o il Prtnclpato di Licchtcnstotn formano ur> unico tcrrittorio di protezione. La protezione pu6 dunque essere riven- 
0icata solamente per rinsicme del due Stati. 

70617 <fH- PI. 



i 



Voraussichtliche Klasse(n): C07K/A0 1N/C07H/C12N Patentgesuch Nr. 00 7A6/90-4 

Patent- F, Hoffmann-La Roche AG 

bewerber: Grenzacherstrasse 124 

1^ 4002 Basel 

Postfach 
Schweiz 

Titel : TNF-bindende/ Proteine , 
Datum der 

Anmeldung : 08.03*90 
Prioritat: - 

Referenz: RAN 4105/125-001 



mpTO) 



Esefnplsre immutabtle 

F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, Basel/Schweiz 



^ • I « • ♦ • • 



10 



RAN 4105/125-001 



TNF-blndende Proteine 



Tumor Nekrosis Falctoc a (TNFa, auch Cachectin), auf 
Grund seiner haemorragisch-nekrotisierenden Wirkung auf 
bestimmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNFfl) sind zwei 
nahe verwandte Peptidf aktoren [3] aus der Klasse der Lympho- 
kine/Cytokine, die im folgenden beide als TNF bezeichnet 

20 werden [siehe Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfugt iiber 
ein breites zellulares Wirkungsspektrum. Beispielsweise 
besitzt TNF inhibierende oder cytotoxische Wirkung auf eine 
Reihe von Tumoczelllinien [2.3], stirauliert die Prolifera- 
tion von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische 

25 Aktivitat von myeloischen Zellen [4,5,6], induziert 

AdhSsionsmolekiile in Endothelzellen oder iibt eine inhibie- 
rende Wirkung auf Endothel aus [7,8,9,10], inhibiert die 
Synthese von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und 
induziert die Expression von His tokompatibilitMtsantigenen 

30 [i2]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden tiber eine Induktion 
von anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit 
anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen oder 
Interleukinen erzielt [13-16]. 
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TNF ist bei einer Reihe von pathologischen Zustanden, 
beispielsweise SchockzustSnden bei Meningococcen-Sepsis 
[17], bei dec Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis 
bei Mciusen [16] Oder bei cerebcaler Malaria bei MMusen [19] 

5 und beim Menschen [41] involviert. Ganz allgeraein scheinen 
die toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt 
zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie Intecleukin-1 Fieber 
auslosen [39], Auf Grund der pleiotropen f unktionellen 
Eigenschaf ten von TNF kann man annehmen, dass TNF in 

-10 Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe 
welterer pathologischer Zustande als Mediator von Immunant- 
wort. Entztindung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF iiber spezi- 
fische Rezeptoren vermittelt, wobei nach heutigem Wissens- 
stand sowohl TNFa wie TNFB an die gleichen Rezeptoren 
binden [21], Verschiedene Zelltypen unterscheiden sich in 
der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allge- 
mein gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch 

20 kovalente Bindung an radioaktiv markiectes TNF nachgewiesen 
[24-29], wobei die folgenden scheinbaren MoLekulargewichte 
der erhaltenen TNF/TNF-BP-Koraplexe erraittelt wurden: 
95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25]. 138 kD, 
90 kD, 75 kD und 54 kD [26], 100±5 kD [27], 97 kD und 

25 70 kD [28] und 145 kD [29], Mittels anti-TNF-Antikorper- 
-Immunoaf f initMtschromatographie und praparativer SDS-Poly- 
acrylaraidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konnte ein solcher 
TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27], Die reduktive 
Spaltung dieses Koraplexes und anschliessende SDS-PAGE-Ana- 

30 lyse ergab mehrece Banden, die allerdings nicht auf 

TNF-Bindeaktivitat getestet wurden. Da die spezifischen 
Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendet 
werden mtissen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fiihren 
[31], ist letztexes auch nicht moglich gewesen. Die 

35 Anreicherung von loslichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder 
Urin mittels lonenaustauscher-Chromatographie und Gelfil- 
tration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von 
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Olsson et al. beschriebeti [30]. 

BrocJthaus et al. [32] erhielten dutch TNFa-Liganden- 
af f initatschromatographie und HPLC aus Membranextrakten von 

5 HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparation, die 
wiederum als Antigeapraparation zur Herstellung von mono- 
klonalen Antikocpecn gegen TNF-BP verwendet wurde. Untec 
Verwendung eines solchen immobilisierten Antikorpers (Immun- 
af f initatschromatographie) wurde raittels TNFa-Liganden- . 

10 aff initatschromatographie und HPLC von Loetscher und 

Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta eine 
angereicherte Preparation von TNF-BP erhalten, die in der 
SDS-PAGE-Analyse eine starke breite Bande bei 35 kD, eine 
schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande 

15 im Bereich zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im iibrigen zeigte 
das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen Protein- 
hintergrundschmier . Die Bedeutung der so erhaltenen Protein- 
banden war jedoch im Hinblick auf die Heterogenitat des 
verwendeten Ausgangsmater ials (Placenta-Gewebe; vereinigtes 

20 Material aus mehreren Placenten) nicht klar. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nicht losliche 
Proteine und losliche oder nichtlosliche Fragmente davon, : ' 
die TNF binden (TNF-BP), in homogener Form, sowie deren 

25 physiologisch vertragliche Salze. Bevorzugt sind solche ..^"^ 
Proteine, die gemass SDS-PAGE unter nicht reduzierenden 
Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD ' 
charakterisiert sind, insbesonders solche mit etwa 55 kD und 

30 75 kD. Weitethin bevorzugt sind solche Proteine, die durch 
wenigstens eine der folgenden Aminosaureteilsequenzen 
gekennzeichnet sind: 

( lA) Leu-Val-Peo-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser- 
35 Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser- 
He 
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(IB) Sec-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr- 
ThE-Lys 

(IIA) Ser-Gln-Leu-Glu-Tht-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr- 
Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
5 (IIB) Val-Phe-Cys-Thr 

(IIC) Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala- 
Gly-Glu-Ala 

(I ID) Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pco-Tyr-Ala-Pro-GIu-Pro- 
Gly-Ser-Thr-Cys 

10 (HE) Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-AIa-Tyr-Pco-Ala-Leu-Glu 

(IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-His-Leu-Pro-AIa-Asp 

(IIH) Gly-Ser*Gln-GIy-Pro-Glu-Gln-GIn-X-X-Leu-IIe-X-Ala-Pco 

15 wobei X fUr einen Aminosaurerest steht, der nicht 

eindeutig bestimmt wecden konnte. 

Im Stand der Technik sind bereits TNF-BP durch eine 
N-terminale Teilsequenz charakter isiert worden [Europaische 

20 Patentanmeldung mit der Publikations-Nr • 308 378], wobei 
sich diese Sequetiz von der erf indungsgemassen N-terminalen 
Teilsequenz gemass Formel (lA) unterscheidet . Im ubrigen 
handelt es sich aber bei den im Stand der Technik beschrie- 
benen TNF-Bindeproteinen um aus dem Urin isolierte, 

25 losliche, d.h. nicht raembrangebundene, TNF-BP und nicht urn 
membrangebundene, d.h, unlosliche, TNF-BP. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch Vec- 
fahren zur Isolierung der erf indungsgemassen TNF-BP, Diese 

30 Verfahren sind dadurch charakter isiert , dass man im wesent- 
lichen die folgenden Reinigungsschr itte nacheinander aus- 
ftihrt: Herstellung eines Zell- oder Gewebeextraktes . tmmun- 
af f initatschromatographie und/oder ein- oder mehrfache 
Ligandenaf f init^schromatographie. hochauf losende FlOssig- 

35 keitschromatographie (HPLC) und praparative SDS-Polyacryl- 
araidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Kombination der aus 



- 5 - 



dera Stand der Technik bekannten einzelnen Reinigungsschr itte 
ist far den Ecfolg des ecf indungsgeraassen Verfahrens 
essentiell, wobei einzelne Schritte im Rahmen der zu 
15senden Aufgabe modif iziert und verbessert wurden. so wurde 
5 beispielsweise der ursprUnglich fUr die Anreichecung von 
TNF-BP aus humaner Placenta [31] verwendete kombinierte 

Imraunaf f initatschromatographie/TNFa-Ligandenaff initatschroma 
tographie-Schritt dadurch abgeandert, dass eine BSA-Sepha- 
rose 4B-Vorsaule verwendet wurde, Diese Vorsaule wurde zum 

10 Auftrag des Zell- Oder Membranextraktes in Reihe mit der 

Immunaf f initatssSule und gefolgt von der Ligandenaf f initMts- 
saule geschaltet. Nach Auftrag des Extraktes wurden die 
beiden zuletztgenannten Saulen abgekoppelt, jede fiir sich 
eluiert und die TNF-BP-aktiven Fraktionen wurden nochmals 

15 Uber eine Ligandenaf f initStssaule geceinigt. Ecfindungs- 
wesentlich fUr die Durchfiihrung des Umkehrphasen-HPLC- 
-Schrittes ist die Verwendung eines Detergens-hal t igen 
Losungsmittelgemisches . 

20 Ferner ist auch ein technisches Verfahren zum Erzielen 

hoher Zelldichten von Saugerzel len. aus denen TNF-BP iso- 
liert werden konnen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Ein solches Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass ein 
Medium, welches fUr die spezifischen Wachs tumserf ordernisse 

25 der verwendeten Zelllinie entwickelt wurde, in Verbindung 
mit einer wie z,B. im Detail in Beispiel 2 beschr iebenen 
Perfusionsapparatur verwendet wird. Mittels eines solchen 
Verfahrens lassen sich beispielsweise fur HL-60-Zellen bis 
zu mehr als 20-fach hohere Zelldichten als ublich erzielen. 

30 

Zusatzlich dazu betrifft die vorliegende Erfindung auch 
DNA-Sequenzen. die fUr Proteine und losliche oder nicht- 
losliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren. Bevor- 
zugt sind DNA-Sequenzen, welche fiir ein solches Protein rait 
35 einem scheinbaren Molekulargewicht von etwa 55 kD kodieren, 
wobei die in Abbildung 1 dargestellte Sequenz besonders 
bevorzugt ist, wie Sequenzen. die fur nichtlosliche wie 
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losliche Fragmente von solchen Proteinen Icodieren. Eine 
besonders bevorzugte DNA-Sequenz. die fUr ein nicht- 
ISsliches Protein-Fragment kodiert. reicht von Nukleotid 
-185 bis 1122 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz. Beson- 

5 ders bevorzugte DNA-Sequenzen, die fiir losliche Protein- 

-Fragmente kodieren. sind solche, die von Nukleotid -185 bis 
633 .bzw, von Nukleotid -14 bis 633 der in Abbildung 1 
gezeigten Sequenz reichen. Die vorliegende Erfindung 
betrifft natUrlich auch die von solchen DNA-Sequenzen 

10 kodierten rekombinanten Proteine. SelbstverstSndlich sind 
dabei auch solche Proteine umfasst, in deren Arainosaure- 
sequenzen, beispielsweise raittels gezielter Mutagenese, 
Aminosauren so ausgetauscht worden sind, dass dadurch die 
AktivitSt der TNF-BP oder deren Fragmente, namlich die 

1g Bindung von TNF oder die Wechselwirkung mit anderen, an der 
SignalUbertragung beteiligten Merabrankomponenten, in einer 
gewtinschten Art ver^ndert oder erhalten wurden. Amino- 
saureaustausche in Proteinen und Peptiden, die im allge- 
meinen die Aktivibat solcher Molekiile nicht verandern. sind 

20 iro Stand der Technik bekannt und beispielsweise von 

H, Neurath und R.L. Hill in "The Proteins" (Academic Press. 
New York, 1979, siehe besonders Figur 6, Seite 14) 
beschrieben. Die am haufigsten vorkommenden Austausche sind: 
Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, 

25 Ser/Ash, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro. Lys/Arg, 

Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly, sowie solche in 
umgekehrter Weise. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner 
Vektoren, die erf indungsgeraasse DNA-Sequenzen enthalten und 
zur Transformation von geeigneten pro- wie eukaryotischen 

30 Wirtssystemen geeignet sind, wobei solche Vektoren bevorzugt 
sind, deren Verwendung zur Expression der von den erfin- 
dungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fiihrt. 
Schliesslich betrifft die vorliegende Erfindung auch noch 
mit solchen Vektoren transf orraier te pro- wie eukaryotische 

35 Wirtssysteroe, wie Verfahren zur Herstellung von erf indungs- 
gemassen rekombinanten Verbindungen durch Kultivierung 




- 7 - 

solcher Wirtssysteme und anschliessende Isoliecung diesec 
Verbindungen aus den Wirtssysteraen selbst Oder derea Kultur- 
iiberstanden. 

5 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch pharma- 

zeutische Pr^parate, die wenigstens eines dieser TNF-BP oder 
Fragmente davon, gewunschtenf alls in Verbindung mit weiteren 
pharmazeutisch wirksamen Substanzen und/oder nicht-toxi- 
schen, inerten, therapeutisch vertr^glichen Tr§germateria- 

^0 lien enthalten. 

Die vocliegende Erfindung betrifft schliesslich die 
Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstellung pharma- 
zeutischer Praparate bzw. andererseits zur Behandlung von 
-,5 Krankheiten, bevorzugt solchen, in deren Verlauf TNF invol- 
viert ist. 

Ausgangsmaterial fUr die erf indungsgem^ssen TNF-BP sind 
ganz allgemein Zellen, die solche TNF-BP in membrangebunde- 

20 Form enthalten und die dem Fachmann ohne Beschrankungen 

allgemein zuganglich sind, wie beispielsweise HL60- [ATCC 
Nr. CCL 240], U 937- [ATCC Nr. CRL 1593], SW 480- [ATCC Nr. 
CCL 228] und HEp2-Zellen [ATCC Nr. CCL 23], Diese Zellen 
konnen nach bekannten Methoden des Standes der Technik [40] 

25 Oder zum Erzielen hoher Zelldichten nach dem bereics allge- 
mein und ira Detail fQr HL60-Zellen in Beispiel 2 beschrie- 
benen Verfahren kultiviert werden. TNF-BP konnen dann nach 
bekannten Methoden des Standes der Technik mittels geeigne- 
ter Detergenzien. beispielsweise Triton X-114, 1-0-n-Octyl- 

30 -i3-D-glucopyranosid (Octylglucosid) , oder 3-[ (3-Cholylamido- 
propyl)-dimethylammonio]-l-propan sulfonat (CHAPS), im 
besonderen mittels Triton X-100, aus den aus dem Medium 
abzentrif ugierten und gewaschenen Zellen extrahiert werden. 
Zum Nachweis solxher TNF-BP konnen die ublicherweise verwen- 

35 deten Nachweismethoden fur TNF-BP, beispielsweise eine Poly- 
athylenglykol-induzierte Fallung des ^^^I-TNF/TNF-BP-Kom- 
plexes [27], im besonderen Filterbindungstests mit radio- 
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aktiv markiertem TNF gemUss Beispiel 1, verwendet wecden. 
Zur Gewinnung der erf indungsgem^ssen TNF-BP konnen die 
generell zur Reinigung von Proteinen, insbesondere von 
Membranproteinen, verwendeten Methoden des Standes der 

5 Technik, wie beispielsweise lonenaustausch-Chroraatographie. 
Gelf titration, Af f initStschromatographie, HPLC und SDS-PAGB 
verwendet wetden. Besonders bevorzugte Methoden zur Herstel- 
lung erf indungsgemSsser TNF-BP sind Af f initatschroraatogra- 
phie, insbesondere lait TNF-a als an die Festphase 
gebundenen Liganden und Immunaf f init^tschromatographie, HPLC 
und SDS-PAGE. Die Elution von mittels SDS-PAGE auf getrennten 
TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie 
erfolgen, beispielsweise mittels Elektcoelution nach 
Hunkapiller et al. [34], wobei nach-'heutigem Stand des 

-,5 Wissens die dort angegebenen Elektro-Dialysezeiten generell 
zu verdoppeln sind. Danach noch verbleibende Spuren von SDS 
konnen dann geraass Bosserhoff et al. [50J entfernt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand 
20 der Technik bekannten Methoden der Peptidchemie, wie 

beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung oder 
enzymatische wie cheraische Peptidspal tung charakter isiert 
werden. Durch enzymatische Oder cheraische Spaltung echaltene 
Fragraente konnen nach gangigen Methoden. wie beispielsweise 
25 HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-terminal sequenziert 
werden. Solche Fragmente, die selbst noch TNF binden, konnen 
mittels der obengenannten Nachweisraethoden fUr TNF-BP 
identif iziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

30 

Ausgehend von der so erhaltlichen Aminosautesequenz- 
information oder den in Figur 1 dargestellten DNA- wie 
Aminosauresequenzen konnen unter Beachtung der Degeneration 
des genetischen^odes nach im Stand der Technik bekannten 
35 Methoden geeignete Oligonukleotide hergestellt werden [51], 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden 
der Molekularbiologie [42,43] cDNA- oder genomische 



DNA-Banlcen nach Klonen, die ftir TNF-BP kodiereade Nuklein- 
saucesequenzen enthalten, abgesucht werden. Ausserdem kSnnen 
mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) [49] cDNA-Fcag- 
mente kloniert werden, indem von zwei auseinander liegenden. 

5 relativ kurzen Abschnitten der Aminosauresequenz unter 

Beachtung des genetischen Codes vollstandig degenerierte und 
in ihrer Komplementar itat geeignete Oligonucleotide als 
"Primer" eingesetzt werden. wodurch das zwischen diesen 
beiden Sequenzen liegende Fragment amplifiziert und identi- 
fiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz 
eines derartigen Fragmentes erraoglicht eine unabhangige 
Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinf ragments , fQr 
das es kodiert. Die raittels der PGR erhaltlichen cDNA-Frag- 
mente konnen ebenfalls, wie bereits fur die Oligonukleot ide 

-J5 selbst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen 
von fur TNF-BP kodierende Nukleinsauresequenzen enthaltenden 
Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet 
werden. Solche Nukleinsauresequenzen k5nnen dann nacti 
bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund der so 

20 ; bestimraten wie der fOr bestimmte Rezeptoren bereits bekann- 
ten Sequenzen. konnen solche Teilsequenzen, die fOr losliche 
TNF-BP-Fragmente kodieren. bestiramt und mittels bekannter 
Methoden aus der Gesamtsequenz herausgeschni tten werden [42]. 

25 Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen k5nnen 

dann raittels bekannter Methoden in im Stand der Technik 
beschriebene Vektoren zu deren Vervielf altigung wie Expres- 
sion in Prokaryoten integriert wecden [42]. Geeignete pro- 
kacyotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram- 

30 -negative wie gram-positive Bakterien. wie beispielsweise 
E. coli Stamme. wie E. coli HB 101 (ATCG Nr. 33 694] oder 
E. coli W3110 [ATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis Stamrae dar. 

Weiterhin kc^nen erf indungsgemasse Nukleinsaure- 
35 *sequehzeh, die fur TNF-BP' Ibwie fUr TNF-BP-Fragmente kodie- 
ren. in geeignete Vektoren zur Vecmehrung wie Expression in 
eukaryotischen Wirtszellen, wie beispielsweise Hefe, 
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Insekten- und SMugerzellea, raittels bekannter Methoden 
integriert werden. Expression solcher Sequenzen ecfolgt 
bevoczugt in S^ugec- wie Insektenzellen. 

5 Ein typischer Bxpressionsvektor ftir Saugerzellen enthSlt 

ein effizientes Promotocelement, um eine gute Transkrip- 
tionsrate zu erzielen, die zu exprimierende DNA-Sequenz und 
Signale ftir eine effiziente Termination und Polyadenyliecung 
des Transkripts. Weitece Elemente, die verwendet werden 

^0 kSnnen, sind "Enhancer", welche zu nochmals verstarkter 

Transkription fiihren und Sequenzen. welche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken konnen. 

Die meisten Vektoren. die fiir eine transiente Expression 
^5 einer bestimraten DNA-Sequenz in saugerzellen verwendet 

werden, enthalten den Replikationsursprung des SV40 Virus. 
In Zellen, die das T-Antigen des Virus expr imieren, (z.B. 
COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt. Eine 
vorubergehende Expression ist aber nicht auf COS-Zellen 
20 beschrankt. Im Prinzip kann jede transf ektierbare Sauger- 
zelllinie hierfur verwendet werden, Signale. die eine starke 
Transkription bewirken konnen, sind z.B. die frtihen und 
spaten Promotoren von SV40, der Promoter und Enhancer des 
"major immediate-early" Gens des HCMV (humaner Cytomegalo- 
25 virus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, 
wie beispielsweise RSV. HIV und MMTV. Es konnen aber auch 
Signale von zellularen Genen. wie z.B. die Promotoren des 
Aktin- und Collagenase-Gens. verwendet werden. 

30 Alternativ konnen aber auch stabile ZelUinien, die die 

spezifische DNA-Sequenz im Genom (Ghroraosom) integriert 
haben. erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen 
rait einem selektierbaren Marker, z.B. Neomycin, Hygroraycin, 
Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthin-Guanin-Phos- 

35 phoribosyltransf erase (hgpt) kotransf ektiert . Die stabil ins 
Chromosom eingebaute DNA-Sequenz kann auch noch stark ver- 
mehrt werden. Ein geeigneter Selektionsmarker hierfiir ist 
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beispielsweise die Dihydrof olat-Reduktase (dhfr). S^uger- 
zellen (z.B. CHO-Zellen), welche kein intaktes dhfr-Gen 
enthalten, werden hierbei nach erfolgter Transfektion mit 
steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Au£ diese Weise 
konnen Zelllinien erhalten werden, welche mehr als tausend 
Kopien dec gewlinschten DNA-Sequenz enthalten. 

Sllugerzellen. welche fiir die Expression verwendet werden 
kSnnen, sind z.B. Zellen der menschlichen Zelllinien Hela 
[ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3X3- [ATCC CCL 
163] und L-Zellen. z.B. [ATCC CCL 149], (CHO)-Zellen [ATCC 
CCL 61], BHK [ATCC CCL 10]-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 
70]- und die COS-Zelll inien [ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise 
Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109], pSVZdhfr [ATCC 37 146], 
pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], pRSVcat [ATCC 37 152] und 
pMSG [Pharmacia, Uppsala. Sweden], Besonder bevorzugte 
Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten Vektoren "pK19" 
und "pN123". Diese konnen aus den mit ihnen transf ormierten 
E. coli-Stammen HB101(pK19) und HB101(pN123) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden 
am 26. Januar 1990 bei der Deutschen Sararalung von Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD 
unter DSM 5761 fur HB101(pK19) und DMS 5764 fQr HB101(pN123) 
hinter legt . 

Die Art und Weise wie die ZelLen transf ektiert werden 
hangt vora gewahlten Expressions- und Vektorsystem ab. Eine 
Uebersicht Qber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard 
et al., "DNA Transformation of Mammalian Cells" in "Methods 
in Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker. 
J.M., ed, Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden 
findet man bei Chen und Okayaraa ["High-Efficiency Transfor- 
mation of Mammalian Cells by Plasmid DNA". Molecular and 
Cell Biology 7, 2745-2752, 1987] und bei Feigner [Feigner et 
al.. "Lipofectin: A highly efficient, lipid-media ted 
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DNA-tcansfection procedure". Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84, 
7413-7417, 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus- 

5 -Expressions-System, welches schon fur die Expression einer 
Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fUr 
eine Uebersicht siehe LuOcow and Summers. Bio/Technology 6, 
47-55, 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine konnen 
authentisch Oder .als Fusionsproteine hergestellt werden. Die 

-IQ so hergestellten Proteine konnen auch raodifiziert. wie 

beispielsweise glykosyliert (Smith et al., Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 82, 8404-8408, 1987) sein. FUr die Herstellung 
eines rekombinanten Baculovirus, der das gewiinschte Protein 
exprimiert, verwendet man einen sogenannten "Transfer- 

^5 vektor". Hierunter versteht man ein Plasmid. welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken 
Promoters, z.B. dem des Polyhedr ingens , enth^ilt, wobei diese 
auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Beson- 
ders bevorzugte Vektoren sind die in Beispiel 10 verwendeten 

20 Vektoren "pN113", "pN119" und '»pN124". Diese konnen aus den 
mit ihnen transf ormierten E. coli-Stammen HB101(pN113 ) , 
HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten Methoden iso- 
liert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

25 Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD, unter DSM 5762 
fUr HB101(pN113) , DSM 5763 fQr HB101{pN119) und DSM 5765 fur 
HB101(pN124) hinterlegt. Der Transf ervektor wird dann 
zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insekten- 
zellen transf ektiert. Die in den Zellen durch homologe 

30 Rekombination entstehenden rekombinanten Viren konnen dana 
nach bekannten Methoden identif iziert und isoliert werden. 
Eine Uebersicht Uber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden f indet man bei Luckow und 
Summers [52] . - 

35 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtloslichen oder los- 
lichen Fragmente konnen dann nach im Stand der Technik 
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beJcannten Methoden der Proteincheraie, wie beispielsweise den 
bereits auf Seiten 5-6 beschriebenen Verfahrea, aus der 
Zellraasse oder den KulturOberstanden gereinigt werden. 

5 Die erf indungsgemass echaltenen TNF-BP konnen auch als 

Antigene zur Erzeugung von poly- und monoklonalen Anti- 
Ic6rpern nach bekannten Methoden der Technik [44,45] oder 
gemass dem in Beispiel 3 beschriebenen Verfahren verwendet 
werden. Solche Antilcorper. insbesondere monoklonale Anti- 

^0 korper gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies, sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen die 75 kD 
TNF-BP gerichtete Antikorper kSnnen durch dem Fachmann 
gelaufige Modif ikationen des in den Beispielen 4-6 ira Detail 
beschriebenen Reinigungsverf ahrens zur Isolierung von TNF-BP 

^5 eingesetzt werden. 

Auf Grund der hohen Bindungsaf f initSt erf indungsgeraasser 

TNF-BP filr TNF (K,-Werte in den Grossenordnungen von 
-9 -10 

10 - 10 M) konnen diese oder Fragmente davon als 
20 Diagnostika zum Nachweis von TNF in Serum oder anderen 
Korperf liissigkeiten nach im Stand der Technik bekannten 
Methoden, beispielsweise in Fes tphasenbindungstests oder in 
Verbindung roit Anti-TNF-BP-Ant ikorpern in sogenannten 
"Sandwich"-Tests, eingesetzt werden. 

25 

Im ttbrigen konnen erf indungsgeraSsse TNF-BP einerseits 
zur Reinigung von TNF und andererseits zum Auffinden von 
TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der 
Technik bekannten Verfahren verwendet werden. 

30 

Die erf indungsgemassen TNF-BP sowie deren physiologisch 
vertragliche Salze, die nach im Stand der Technik bekannten 
Methoden hergestellt werden konnen, konnen auch zur Herstel- 
lung von pha rmareutischen _P r a p a r a t e n , v,o r ali.em _s.o.l c hen.„z.u r— 
35 Behandlung von Krankheiten, bei deren Verlauf TNF involviert 
ist. verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der 
genannten Verbindungen, falls wiinschenswer t bzw. erforder- 
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lich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch alctiven 
Substanzen, mit den iiblicherweise verwendeten festen oder 
flQssigen Tragermater iaiien in bekannter Weise verarbeitet 
werden. Die Dosierung solcher Pr^parate kann unter Bectick- 
5 sichtigung der Qblichen Kriterien in Analogie zu bereits 
vecwendeten Praparaten ahnlichec Aktivitat und Struktuc 
erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben 
10 worden ist, sollen die foLgenden Beispiele Einzelheiten der 
Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadutch in 
irgendeiner Weise eingeschrankt wird. 



Beispiel 1 

Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 



Die TNF-BP wurden in einem Filtertest rait huraanem radio- 
125 

jodiertem I-TNF nachgewiesen. TNF (46,47) wurde mit 

20 Na I {IMS40, Amersham, Amersham. England) und lodo-Gen 

(#28600, Pierce Eurochemie, Oud-Bei jerland, Niederlande) 

nach Fraker und Speck [48] radioaktiv raakiert. Zum Nachweis 

der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre 

solubiLisierten, angereicher ten und geceinigten Fcaktionen 

25 auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, 

Richmond, California. USA) aufgetragen. Die Filter wurden 

dann in Pufferlosung mit 1% entfettetem Milchpulvec 

blockiert und anschliessend mit 5»10^ cpm/ml 
125 8 

I-TNFa (0. 3-1.0*10 cpm/ug) in zwei AnsMtzen 

30 rait und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht-markier tem TNFa 

inkubiert, gewaschen und luf tgetrocknet . Die gebundene 

Radioaktivitat wurde autoradiographisch semiquanti ta tiv 

nachgewiesen oder in einera y-Counter gezahlt. Die spezi- 
125 

fische I-TNF --n-Bindung wurde nach Korrektur file 
35 unspezif ische Bindung in Anwesenheit von unmarkiectem 
TNF-a im Ueberschuss erraittelt. Die spezifische 
TNF-Bindung ira Filtertest wiirde bei verschiedenen 
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TNF-Konzentrationen gemessen und nach Scatchard analysiert 
[33], wobei ein K^-Wert von -10 -lo" M ermittelt 
wurde. 

5 Beispiel 2 

Zellextcakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in expecimentellem 
JO Labormasstab in einem RPMI 1640-Medium [GIBCO-Katalog Nr. 
074-01800], das noch 2 g/1 NaHCO^ und 5% fotales Kalber- 
serum enthielt, in einer 5% CO^-Atmosphare kultiviert und 
anschliessend zentcif ugiert . 

15 Zum Eczielen hoher Zelldichten in technischem Masstab 

wucde folgenderraassen verfahren. Die Ziichtung wurde in einem 
75 1 Aiclif tf ecmenter (Fa. Chemap. Schweiz) rait 58 1 
Arbeitsvolumen durchgef uhrt . HierfOr wurde das Kassetten- 
raembransystem "PROSTAK" (Millipore. Schweiz) mit einer 

20- Membranf lache von 0.32 (1 Kassette) in den ausseren 
Zirkulationskreislauf integriert. Das Kulturmedium (siehe 
Tabelle 1) wurde mit einer Watson-Mar low Pumpe, Typ 603U, 
rait 5 1/min. umgepurapt. Nach einer Dampf sterilisation der 
Anlage. wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat 

25 sterilisiert wurde. wurde die Fermentation rait wachsenden 
HL-60 Zellen aus einem 20 1 Airlif tf ermenter (Cheraap) 
gestartet. Die Zellzuchtung im Impff ermenter erfolgte im 
konventionellen Batchverf ahren in dem Medium gemass Tabelle 
1 und einem Startzelltiter von 2x10^ Zellen/ml. Nach 4 

30 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 4,9x10^ 

Zellen/ml in den 75 1 Fermenter iiberfvihrt. Der pH-Wert wurde 
bei 7.1 und der pO^ Wert bei 25% S^ttigung gehalten. wobei 
der Sauerstof f eintrag durch eine mikroporose Fritte 
erfolgte. Nach atif anglicher Batchf ermentat ion wurde am 2. 

35 Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4x10^ Zellen/ml 
mit 30 1 Mediumsaustausch pro Tag gestartet. Auf der 
Filtratseite der Membran wurde das kondit ionierte Medium 
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abgezogen und durch dea Zulauf von f cischem Medium ersetzt. 

Das Zulaufmedium wurde wie folgt verstSrlct: Primatone von 

0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 thM auf 6 mM und Glucose von 

4 g/1 auf 6 g/1. Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4, 

5 Tag auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 1 Medium/Tag 

echoht. Nach 120 Stunden der kontinuier lichen Ztichtung umrde 

die Fermentation beendet. Unter den gegebenen Fermen- 

tationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 
6 

40x10 Zellen/ml. Die Verdopplungszeit der Zellpopulation 
^0 betrug bis 10x10^ Zellen/ral 20-22 Stunden und stieg dann 
mit zunehraender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil 
der lebenden Zellen lag wMhrend der gesamten Ferraentations- 
zeit bei 90-^95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter 
auf ca. 12*C heruntergekiihlt und die Zellen durch 
-15 Zentrif ugation (Beckman-Zentr ifuge [Modell J-6B, Rotor JS], 
3000 rpm, 10 min., 4**C) geerntet. 

Tabelle 1 

20 HL-60 Medium 

Komponenten Konzent rationen 

mq/1 

112,644 
20 

0,498»10~'' 
0,02 
0,1668 
336.72 
0,0309 
11,444 
68,37 
5801,8 
188,408 
75 

9,6»10'-^ 
0,1726 



CaCl^ (wasserf rei) 

Ca(NO^)2-4H20 

25 Cu50^»5H20 

Fe(N02)^.9H20 

FeSO •7H^0 
4 2 

KCl 
KNO^ 

30 MgCl^ (wasserfrei) 
MgSO^ (wasserfrei ) 
NaCl 

Na^HPO^ (wasserfrei) 

NaH PO^-H^O 
2 4 2 

35 Na^SeO^^SH^O 
ZnS0^»7H O 
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D"Glucose 

Glutathion (red. ) 

Hepes-Puf f er 

Hypoxanthin 

Linolsdure 

LiponsSure 

Phenoltot 

Putcescin 2HC1 

Na-Pycuvat 

Thyroidin 

Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlocid 

Polsaure 

i-Inositol 

Niacinaraid 

Nicotinamid 

para-Aminobenzoesauce 

Pyridoxal HCl 

Pyridoxin HCl 

Riboflavin 

Thiamin HCl 

Vitamin B^^ 

L-Alanin 

L-Asparaginsaure 
L-Asparagin H^O 
L-Arginin 
L-Arginin HCl 
L-Aspartat 
L-Cystin 2HC1 
L-Cystein HCl^H^O 
L-Glutaminsaure 
L-Glutamin - 
L-Glycin 
L-Histidin 
L-Histidin HC1»H^0 



4000 

0,2 
2383,2 
0,954 
0,0168 
0,042 

10,24 
0,0322 

86 
0,146 
0,04666 
2,546 
5,792 
2,86 

11,32 
2,6 

0,0074 
0,2 

2,4124 
0.2 

0.2876 

2.668 

0.2782 

11,78 
10 

14.362 
40 

92.6 

33.32 

62.04 

7,024 
36.94 
730 
fr. 5 

3 

27. 392 
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L-Hyd r oxy py r o 1 i n 4 

L-Isoleucin 73,788 

L-Leucin 75,62 

L-Lysin HCl 102,9 

5 L-Methionin 21,896 

L-Phenylalanin 43,592 

L-Pcolin 26.9 

L-Secin 31,3 

L-Thceonin 53 

L-Tryptophan 11,008 

L-Tyrosin»2Na 69,76 

L-Valin 62.74 

Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 
^5 Insulin (human) 5 ug/ml 

Tranferrin (human) 15 ug/ml 

Rinderserumalbumin 67 ug/ml 

Pcimatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY. USA) 0,25% 
20 Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg, BRD) 0,01% 

Fdtales KSlberserum 0,3-3% 



Das Zentcifugat wurde rait isotonem Phosphatpuf f er (PBS; 

25 0.2 g/1 KCI. 0.2 g/1 KH2P0^, 8.0 g/1 NaCl, 2.16 g/1 
Na2HP0^ • IH^O) , der mit 5% Diraethylf ormaraid . 10 mM 
Benzamidin. 100 E/ral Aprotini.n. 10 uM Leupeptin. 1 uM 
Pepstatia. 1 mM o-Phenanthrolin, 5 mM Jodacetamid. 1 mH 
Phenylmethylsulf onylf luorid versetzt war (im folgenden als 

30 PBS-M bezeichnet). gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden 

Q 

bei einer Dichte von 2,5«10 Zellen/ml in PBS-M mit 
Triton X-100 (Endkonzentrat ion 1,0%) extrahiert. Der Zell- 
extrakt wurde durch Zentr if ugation geklSrt (15*000 x g, 
1 Stunde; 100*000 x g, 1 Stunde). 

35 
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Beispiel 3 

Herstellugq voa monoklonalen (TNF-BP)-Antikocpecn 

5 Eln gemass Beispiel 2 erhaltener Zentrif ugationsiiber- 

stand aus KulCiviecung von HL60-Zellen im experimentellen 
Laborroasstab vurde im Vechaltnis 1:10 mit PBS vecdiinnt. Dec 
verdvinnte Ueberstand wurde bei 4*C auf eine Saule aufge- 
tcagen (Flussrate: 0,2 ml/niin-)» die 2 ml Affigel 10 ent- 

^0 hielt (Bio Had Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekom- 
binantes huraanes TNF-a [Pennica, et al. (1984) Nature 
312 . 724; Shirai. T. et al. (1985) Nature 313 , 803; Wang, 
A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass den Empfehlungen 
des Herstellers gekoppelt worden war. Die Saule wurde bei 
4*C und einer Durchf lussrate von 1 ml/min zuerst rait 20 ml 
PBS, das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS 
gewaschen. So angereichertes TNF-BP wurde bei ZZ^'C und einer 
Flussrate von 2 ml/min rait 4 ml 100 mM Glycin, pH 2.8, 0,1% 
Decylraaltosid eluiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 

20 Einheit [Amicon] auf 10 ul konzentr iert . 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstMndigera 
Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion gemischt . Je 10 ul 
der Emulsion wurden gemass dem von Holradahl, R. et al. 
25 [(1985), J. Immunol. Methods 8_3» 379] beschr iebenen Ver- 
fahren an den Tagen 0, 7 und 12 in eine hintere Fusspfote 
einer narkotisierten Balb/c-Maus injiziert. 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet, der 

30 popliteale Lymphknoten herausgenommen, zerkleinert und in 

Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 

2 g/1 NaHCO^ enthielt, durch wiederholtes Pipettieren 

suspendiert. Gem^lss einem modif izierten Verfahren von De 

St.Groth und Sciieidegger [J. Immunol. Methods (1980), 35», 1] 
7. . - 7 _ 

35 wurden 5x10 Zellen des Lymphknotens mit 5x10 PAI Maus- 

-Myelomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 

217, Mai 1982, 155-157), die sich in logar ithmischem 
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Wachstum befanden, fusioniect. Die Zellen wurden gemischt, 
durch Zentrif ugation gesammelt und durch leichtes Schiittela 
in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtempera- 
tur cesuspendiert und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM 

5 wahrend 10 Minuten vorsichtigen SchUttelns verdiinnt. Die 
Zellen wurden durch Zentrif ugation gesammelt und in 200 ml 
. vollstandigem Medium [IMEM + 20% f Stales K^lberserum, 
Glutamin (2.0 mM) , 2-Mercaptoethanol (100 iiM) , 100 uM 
Hypoxanthine, 0,4 "jiM Aminopterine und 16 uM Thymidine 

-IQ (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebe- 
kulturschalen, die jeweils 96 Vertiefungen enthielten. 
verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37<*C in einer 
Atmosphere von 5% CO^ und einer relativen Luf tf euchtigkei t 
von 98% 11 Tage Lang inkubiert. 

15 

Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende 
Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen Oder durch ihre 
Bindung an Antigen im Flltertest gemass Beispiel 1. Zum 
Nachweis der biologischen AktivitMt von anti(TNF-BP)-Anti- 

20 kdrpern wurde f olgendermassen verfahren: 5x10^ HL60 oder 
U937-Zellen wurden in voIlstMndigem RPMI 1640 Medium 
zusammen mit af f initStsgereinigten monoklonalen anti- 
-(TNF-BP)-Antik6rpern Oder Kontrollantikorpern (d.h. 
solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

25 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. 
Nach einer Stunde Inkubacion bei 37*>C wurden die Zellen 
durch Zentrif ugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0"C 
. gewaschen. Sie wurden in 1 ml vollstandigem RPMI 1640 Medium 

125 

(Beispxel 2), das zusMtzlich 0,1% Natriumazid und l- 

30 -TNFa (10^ cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmar- 

kiertem TNFa (s.o.) enthielt, resuspendiert . Die spezifi- 

125 

sche Radioaktivitat des I-TNFa betrug 700 Ci/mmol. 
Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4*C inkubiert, gesammelt iind 
4 mal mit 4,5 mi PBS, das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 
36 (Fluka) enthielt, bei 0*^0 gewaschen. Die an die Zellen 
gebundene Radioaktivit^t wurde in einem i-Scintillations- 
zahler gemessen. In einem vergleichbaten Experiment wurde 
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die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen, die nicht mit 
anti-(TNF-BP)-Antikorpecn behandelt worden waren, bestimmt 
(ungefahr 10 000 cpm/5xlO^ Zellen). 

5 Beispiel 4 

Af f initatschromatoacaphie 

Fiir die weitere Reinigung wucden jeweils ein gemass 
Beispiel 3 erhaltener monoklonaler anti-(55 kD TNF-BP)-Anti- 
kocper (2,8 mg/ml Gel). TNFa (3,0 mg/ml Gel) und Rinder- 
serumalbumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) gemass den Vocschriften 
des Herstellecs kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B 
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) gekoppelt. Der gemass 

^5 Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurde Uber die so herge- 
stellten und in der folgenden Reihenfolge hintereinander- 
. geschalteten Saulen geleitet: BSA-Sepharose-Vorsaule, Immun- 
af f initatssaule tAnti-(55 kD-TNF-BP)-Antikorper] . TNFa- 
-Ligand-Af f initatssaule. Nach vollstandigem Auftcag wurden 

20 die beiden letztgenannten Saulen abgetrennt und einzeln fiir 
sich mit je 100 ml der folgenden Puf f er losungen gewaschen: 
(1) PBS, 1,0% Triton X-lOO, 10 raM Benzamidin, 100 E/ml 
Aprotinin; (2) PBS, 0,1% Triton X-100, 0,5M NaCl, 10 mM ATP, 
10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 

25 Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. Sowohl 
die Immun- als auch die TNFa-Ligand-Aff initatssaule wurden 
dann mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl. 0,2% Decyl- 
maltoside, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fiir 
sich eluiert. Die im Filtertest gemass Bei-spiel 1 aktiven 

30 Fraktionen jeder S^iule wurden danach jeweils vereint und mit 
IM Tris pH 8,0 neutralisiert , 

Die so vereinten TNF-BP-akt iven Fraktionen der Immun- 
-Af f initatschroffiatographie einerseits und der TNFa-Ligand- 
35 -Af f init^tschroraatograph'ie andererseits wurden zur weiteren 
Reinigung nochmals auf je eine kleine TNFa-Ligand-Aff ini- 
tatssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Saulen mit 
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je 40 ml von (1) PBS, 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 
100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0.1% Triton X-100, 0.5M Naci, 
10 mM ATP, lOmM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS, 
0,1% Triton X-lOO, (4) 50 mM Tris pH 7.5. 150 mM NaCl, 1,0% 

5 NP-.40. 1,0% Desoxycholat, 0,1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decyl- 
maltosid gewaschen. Ansctiliessend wurden die SMulen mit 
100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,2% Decylmaltosid 
eluiert. FraJctionen von 0,5 ml von jeder Slule umrden ftir 
sich gesammelt und die gemMss Flltertest (Beispiel I) 

^0 aktiven FraJctionen von jeder SMule jeweils fiir sich vereint 
und in einer Centr icon-Einheit (Amicon. Molekulargewichts- 
-Ausschluss 10 * 000) auf konzentriert . 



Beispiel 5 

Auftrennung mittels HPLC 



Die gemass Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen 
wurden gemass Ihrer unterschiedlichen Herkunft (Immun- bzw. 

20 Ligand-Af f initMtschromatographie) jeweils flir sich auf C1/C8 
Urokehrphasen-HPLC-Saulen (ProRPC, Pharmacia, 5x20 ram), die 
mit 0,1% Tr if luoressigsciure, 0,1% Octylglucosid equilibriert 
worden waren, aufgetragen. Die ScLulen wurden dann mit einem 
linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gleichen Puffer 

25 bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 
1,0 ml wurden von jeder S^ule gesammelt und die aktiven 
Fraktionen von jeder SSule fiir sich vereint (Nachweis gemass 
Beispiel 1), 

Beispiel 6 

30 

Auftrennung mittels SDS-PAGE 



Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest 
(Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch SDS-PAGE gemass 
35 [34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in SDS- 
-Probenpuf f er wahrend 3 Minuten auf 95**C erhitzt und 
anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 
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5%igen Sammelgel elektcophoretisch aufgetrennt. Als Refecenz 
zuc Bestimraung der scheinbaren Molekulargewichte auf dem 
SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: 
Phosphorylase B (97.4 kD), BSA (66,2 kD), Ovalbumin 
5 (42.7 kD), Carboanhydrase (31,0 kD) , Soya Trypsin-Inhibitor 
(21,5 kD) und Lysozym (14,4 kD) . 

Untec den genannten Bedingungen wurden fiir Proben, die 
gemMss Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf f initatschromato- 

10 ^raphie von Immunaf f initatschromatogtaphieeluaten erhalten 
und durch HPLC gem^ss Beispiel 5 weiter aufgetrennt worden 
waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwMchere 
Banden v^on 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden 
wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad. Richmond, 

^5 California. USA) elektrophoretisch w^hrend 1 Stunde bei 
100 V in 25 mM Tris, 192 mM Glycin. 20% Methanol auf eine 
PVDF-Membran (Immobilon. Millipore, Bedford, Mass. USA) 
transferiert. Danach wurde die PVDF-Membran entweder mit 
0,15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg, BRD) in Methanol/Was- 

20 -ser'/Eisessig (50/40/10 Voluraenteile) auf Protein gefarbt 

Oder mit entfettetera Milchpulver blockiert und anschliessend 
zum Nachweis von Banden rait TNF-BP-Aktivitat mit ^^^l- 
-TNFa gemass den in Beispiel 1 beschr iebenen Filtertest- 
bedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich, dass alle in der 

25 Proteinf §rbung zur Darstellung gelangten Banden spezifisch 

TNFa banden. Alle diese Banden banden im Western Blot nach 

Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten 

monoklonalen Ant i-56kD-TNF-BP-Antik6rper . Dabei wurde ein 

gemass dem in Beispiel 1 beschr iebenen Verfahren rait 
125 

30 Na I radioaktiv markierter, af f initatsgereinigter 
(Mausimmunglobulin-Sepharose-4B-Af f initatssaule) 
Kaninchen-anti-Maus-Immunoglobulin-Antikorper zum 
autoradiographischen Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt. 

35 Proben. die gemass Beispiel 4 durch zweimalige TNF-a- 

-Ligandenaf f initatschromatographie des Durchlaufs der Immun- 
af f initatschromatographie erhalten und durch HPLC gemass 
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Beispiel 5 weiter aufgetcennt worden waren, zeigten unter 
den oben spezif izierten SDS-PAGE- und Blottransf ec-Be- 
dingungen zwei zuscltzliche Banden von 75 kD und 65 IcD, die 
beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. im 
5 Western Blot geiaass Towbin et al. (s.o.) ceagierten die 

Froteine diesec beiden Banden nicht mit dem geiaass Beispiel 
3 hergestellten anti-{55 kD TNF-BP)-Antilcocpec . Sie reagier- 
ten allerdings mit einem monoKlonalen Antikocper, der 
ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Ant ikorper ) 
gemass Beispiel 3 erzeugt worden war. 

Beispiel 7 

Aminosauresequenzanalyse 

15 

Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemass Beispiel 
5 erhaltenen und gemass Filtertest (Beispiel 1) aktiven 
Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun 
jedoch reduzierenden, SDS-PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuf f er 

20 niit 125 mM Di thio threi tol ) aufgetrennt. Es wurden die 

gleichen Banden wie gemass Beispiel 6 gefunden, die aller- 
dings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der SDS-PAGE 
im Vergleich zu Beispiel 6 alle um etwa 1-2 kD h5here 
Molekulargewichte zeigten. Diese Banden wurden dann gemass 

25 Beispiel 6 auf PVDF-Membranen iibertragen und mit 0,15% 
Serva-Blau in Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumen- 
' telle) wahrend 1 Minute gefcirbt, mit Methanol/Wasser/Eis- 
essig (45/48/7 Volumenteile) entfarbt, mit Wasser gesplilt, 
luf tgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtlichen 

30 Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Blockierung 
die von Hunkapiller [34] angegebenen Bedingungen einge- 
halten. ZunMchst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert 
zur AminosMuresequenzierung eingesetzt. Urn zusatzliche 
Sequenzinf ormatron zu erhalten, wurden die TNF-BP nach 

35 Reduktion und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1986) in 
"Methods of Protein Microcharacterisation", J.E. Shively, 
ed., Humana Press. Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarr, 
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G.E. in "Methods of Protein MicrocharacteciBation" , 165-166. 
op.cit.)» Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die 
Peptide mittels HPLC nach bekannten Methoden der Protein- 
chetaie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann in 
einem automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat 
(Applied Biosystems Modell 470A, ABI, Foster City. Calif., 
USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC 
PTH-ArainosMureanalysator (Applied Biosystems Modell 120, ABI 
s*o,) sequenziert. wobei die folgenden AminosMuresequenzen 
bestimmt wurden: 

1., Fiir die 55 kD-Bande (geraass nichtreduzierender SDS-pagE) : 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val- 
Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ile, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr- 
Lys 

wobei X fiir einen Aminosaurerest steht, der nicht 
bestimmt werden konnte. 

2., Fiir die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass 
nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu 

25 3., Fiir die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Bei der N-terminalen Sequenzierung der 65 kD Bande 
wurden bis zuro 15. Rest ohne Unterbrechung zwei 
parallele Sequenzen ermittelt. Da eine der beiden 
Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquitins [36,37] 

30 entsprach. wurde fiir die 65 kD-Bande die folgende 

Sequenz abgeleitet: 
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Leu-Pco-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly- 
Ser-Thr-Cys. 

wobei X £Ui: einen Aminosaurerest steht, der nicht 
bestimmt werden konnte. 

5 

Weitere Peptidsequenzen fiir 75{65)kDa-TNF-BP wurden 
bestimmt: 

Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

10 

Sec-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu- 

Glu-Lys-Pro-Leu 

und 

Val-Phe-Cys-Thr 

15 

Asn-Gln-Pco-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly- 

Glu-Ala 

und 

Leu-Cys-Ala-Pro 

20 

Va 1 -Pro-Hi s-Leu-Pro- Ala -Asp 
und 

Gly-Sec-Gln-Gly-Pco-Glu-GIn-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

9 

25 wobei X ftir einen Aminosaurerest steht, der nicht 

bestimmt werden konnte. 

Beispiel 8 

30 Bestimmunq von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Forme! lA 
wurden unter Beriicksichtigung des genetischen Codes zu den 
ArainosMureresten 2-7 und 17-23 entsprechende. vollstandig 
35 degenerierte Oligonucleotide in geeigneter Komplementar itat 
synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 
Totale zellulare RNA wurde aus HL60-Zellen isoliert [42, 
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43], und der ecste cDNA-Strang durch Oligo-dT-Pr iming oder 
dutch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels 
eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 1256, Amersham, Amersham. 
England) gemMss der Anleitung des Herstellers synthetisiert . 
5 Dieser cDNA-Strang und die beiden synthetisierten degene- 
rierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Perkin Elmer Cetus, 
NorwalK, CT. USA gemaiss Anleitung des Herstellers) dazu 
verwendet, die fiir die AminosaLure-Reste 8-16 (Focmel lA) 
10 codierende Basesequenz als cDNA-Fragment zu synthetisieren. 
Die Basensequenz dieses cDNA-Fragraentes lautet: 
5'-AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3' . Dieses cDNA-Fragraent 
wurde als Probe verwendet, urn nach bekannten Verfahren einen 
far das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer 
15 Xgtll-cDNA-Genbank von menschlicher Placenta zu identifi- 
zieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach iiblichen 
Methoden aus dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmide 
pUClS (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUC19 (Pharmacia. 
Uppsala, Sweden) und in die M13mpl8/M13mpl9 Bacter iophagen 
20 (Pharmacia. Uppsala. Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleo- 
tidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit 
(U.S. Biochemical. Cleveland. Ohio. USA) nach den Angaben 
des Herstellers bestimmt. Die Nukleot idsequenz und die 
daraus abgeleitete Arainosauresequenz fOr das 55 kD TNF-BP 
25 und dessen Signalpeptid (ArainosMure "-28" bis Aminosaure 
"0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik 
iiblichen Abktirzungen fUr Basen wie Aminosauren dargestellt. 
Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekannten 
Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefShr 180 Amino- 
30 sauren enthaltende N-terroinale wie 220 Aminosaure 

enthaltende C-terminale Domanen, die von einer nach den 
Sequenzvergleichen typischen Transmembran-Region von 19 
Aminos^uren (in Figur 1 unterstrichen) getrennt werden. 
bestimmen. Hypothetische Glykosylierungsstellen sind in 
35 Figur 1 durch Sterne Uber der entsprechenden Aminosaure 
gekennzeichnet . 
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Beispiel 9 

Expression in COS l-2ellen 

5 FUr die Expression in COS-Zellen wucden Vektocen 

ausgehend von dem Plasmid "pNLl" konstruiect. Das Plasmid 
"pNlL" enthalt den effizienten Promotor und Enhancer des 
"major immediate-early" Gens des menschlichen Cytomegalo- 
virus ("HCMV"; Boshart et al.. Cell 41, 521-530, 1985). 

tQ Hinter dem Promotor befindet sich eine kurze ONA-Sequenz, 
welche mehrere Res tr iktionsschnittstellen enthalt, die nur 
einmal im Plasmid vorkomraen ("Polylinker ") , u.a. die 
Schnittstellen fiir Hindlll, Ball, BamHI und PvuII (siehe 
Sequenz), 

15 

PvuII 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 » 
3 • -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 * 

20 Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drei Transla- 

tions-Stopcodons in alien drei Leserastern. Hinter der Poly- 
linkensequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadeny- 
lierungssignal des Praproinsulingens der Ratte (Lomedico et 
al.. Cell 18, 545-558, 1979). Das Plasmid enthalt ferner den 

25 Replikationsursprung des SV40 Virus sowie ein Fragment aus 
pBR322, das E. coli-Bakter ien Ampicillin-Resistenz verleiht 
und die Replikation des Plasmids in E. coli ermSglicht. 

2ur Konstruktion des Expressionsvektors "pN123" wurde 
30 dieses Plasmid "pNIl" mit der Restr iktionsendonuklease PvuII 
geschnitten und anschliessend mit alkalischer Phosphatase 
behandelt. Der dephosphorylierte Vektor wurde danach aus 
einem Agarosegel isoliert (VI). Die 5 * -Oberhclngenden Nukleo- 
tide des EcoRI-geschnittenen 1, 3kb-Fragments dec 55 kD 
35 TNF-BP-cDNA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von Klenow- 
-Enzym aufgefUllt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus 
einem Agarosegel isoliert (Fl). Danach wurden VI und Fl 
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mittels T4-Ligase raiteinander verbunden. E. coli HBIOI-Zel- 
len warden dann mit diesem Ligierungsansatz nach bekannten 
Methoden [42] transf ocmiert . Mit Hilfe von Restr iktions- 
analysen und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] 
wurden Transf ormanten identif iziert . die mit einem Plasmid 
transf ormiert worden waren. welches das l,3kb EcoRI-Fragment 
der 55 kD TNF-BP-cDNA in der fur die Expression liber den 
HCMV-Proraotor korrekten Orientierung enthielt. Diesec Vektor 
erhielt die Bezeichnung "pN123". 



Zur Konstruktion des Vektors "pK19" wurde folgender- 
massen verfahten. Ein DNA-Fragment , welches nur die fiir den 
extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA 
enth^lt (Aminosauren -28 bis 182 gemass Figur 1) wurde 
^5 mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et al.. Science 230 . 
1350-1354, 1985, siehe auch Beispiel 8). Die folgenden 
Oligonukleotide wurden, um die fur den extrazellularen Teil 
des 55 kD TNF-BP codierende cDNA aus "pN123" zu amplifi- 
zieren. verwendet : 

20 

BAMHI 

5 ' -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 ' 

ASP718 

25 3 * - CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAG ACC ATGGCCC - 5 ' 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei 
Stopkodons der Translation hinter Aminosaure 182 eingefiihrt. 
Das so amplif izierte DNA-Fragraent wurde mit BamHI und Asp7l8 

30 geschnitten, die hierbei entstandenen Oberstehenden Enden 
mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefiillt und dieses Fragment 
anschliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde 
dann mit VI ligiert und der gesamte Ansatz zur Transforma- 
tion von E. colirJIBlOl. wie bereits beschrieben, verwendet. 

35 Transformanten, die mit einem Plasmid transf ocmiect worden 
waren, welches das DNA-Fragment in der fiir die Expression 
liber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielten. 
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wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identif iziert . Das 
daiaus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung "pK19'*. 

Tcansfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden "pN123*' 

5 Oder "pK19" umrde nach der von Feigner et al. veroffent- 

lichten Lipof ections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84., 

7413-7417, 1987) durchgef Qhr t . 72 Stunden nach erfolgter 

Transfektion wurden die mit "pN123" transf izierten Zellen 

125 

nach bekannten M.ethoden niit I-TNFa auf Bindung analy- 
10 siert. Das Resultat der Scatchard-Analyse [Scatchard, 
Ann. N.Y. Acad. Sci. 51, 660, 1949] der so erhaltenen 
Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Figur 2B dargestellt. Die 
KulturQberstande der mit "pK19'* transf izierten Zellen wurden 
in einem "Sandwich"-Test untersucht. Dazu wurden PVC-Micro- 

^5 titerplatten (Dynatech, Arlington, VA, USA) rait 

100 ul/Loch eines kaninchen-anti-Maus Tmmunglobulins 
(10 ug/inl PBS) sensibilisiert . Anschliessend wurde die 
Platte gewaschen und mit einem anti-55 kD TNF-BP-Antikorper , 
der gemMss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachge- 

20 wiesen und isoliert wurde, der aber die TNF-Bindung an 
Zellen nicht inhibiert, Inkubiert (3 Stunden, 20**C) . Die 
Platte wurde dann wieder gewaschen und iiber Nacht bei 4*C 
mit 100 ul/Loch der Kulturiibers tande (1:4 verdiinnt mit 1% 
entfetteter Milchpulver enthaltendera Puffer A: 50 raM 

25 Tris/HCl pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA. 0,02% Na-Azid) 
inkubiert. Die Platte wurde entleert und mit ^^^I-TNFa 
enthaltendem Puffer A (10^ cpro/ml, 100 ul/Loch) mit oder 
ohne Zusatz von 2 Mq/ml unmarkiertem TNF wahrend 2 Stunden 
bei 4**C inkubiert. Danach wurde die Platte 4 mal rait PBS 

30 gewaschen, die einzelnen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem Y-Zahler gemessen. Die Resultate von 5 parallelen 
Transf ektionen (Saulen 2, 3, 4, 6 und 7), von zwei 
Kontroll-Transf ektionen rait dem pNll-Vektor (Saulen # 1, 5) 
und von einer Kentrolle mit HL60-Zell-Lysat (Saule # 8) sind 

35 in Figur 3 dargestellt. 
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Beispiel 10 
Expression in Insektenzellen 

5 Piir die Expression in einem Baculovirus-Expressions- 

system vurde von dem Plasmid "pVL941" (Luckow und Summers, 
1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with 
Autographa California Nuclear Polyhedrosis virus Expression 
Vectors", Virology 170 , 31-39) ausgegangen und dieses 

-jQ f olgendermassen modifiziert. Es wurde die einzige EcoRI- 
-Restriktionsschnittstelle in "pVL941" entfernt, indem das 
Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Uberstehenden 5 ' -Enden 
mit Klenow-Enzym aufgefiillt wurden. Das hieraus erhaltene 
Plasmid pVL941/E- wurde mit BaraHI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einero Agarosegel isoliert. 
Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen Oligonukleotid 
der folgenden Sequenz ligiert: 

BamHI EcoRI A6p718 
20 5 • - GATCCAGAATTCATAATAG - 3 ' 

3' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

E. coli HBlOl wurde mit dem Ligierungsansatz trans- 
formiert und Transf ormanten, die ein Plasmid enthielten, in 

25 welches das Oligonukleotid korrekt eingebaut worden war, 

wurden durch Restrikt ionsanalyse und DNA-Sequenzierung nach 
bekannten Methoden (s.o.) identif izier t; dieses Plasmid 
wurde "pNR704" genannt. Zur Konstruktion des Transf ervektors 
"pN113" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI geschnitten, 

30 mit alkalischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte 
Vektorrumpf (V2} anschliessend aus einem Agarosegel iso- 
liert. Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1,3 kb-Fragment 
der 55 kD TNF-BP-cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit 
diesem Ligierungsansatz erhaltene Transf ormanten, die ein 

35 Plasmid enthielten, welches das cDNA-Insert in der korrekten 
Orientierung fiir die Expression iiber den Polyhedr inpromotor 
enthielten, wurden identif iziert (s.o.). Der daraus iso- 
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lierte Velctor echielt die Bezeichnung *'pN113". 

Zur Konstcuktion des Transf ecvektors "pNlL9" wutde 
f olgendecmassen vorgegangen. Das 1,3 kb EcoRI/EcoRI-Fragment 
5 der 55 kD TNF-BP cDNA in dem »pUC19"-Plasmid (siehe Beispiel 
8) wurde mit BanI vetdaut und mit dem folgetiden syatheti- 
schen Oligonukleotid ligiert: 

BanI Asp7l8 
10 5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3' 

3' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5' 

Mit dera obigen Adaptor wecden zwei Stopcodons der 
Translation hintec Aminosaure 182 und eine Schnittstelle fUr 

-,5 die Restriktionsendonuklease Asp718 eingebaut. Nach er- 
folgter Ligation wurde der Ansatz mit EcoRI und Asp718 
verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment {F3) 
isoliert. Weiterhin wurde das ebenfalls mit Asp718 und EcoRI 
geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ligie- 

20 rungsansatz in E. coli HBlOl transf orraier t . Die Identifika- 
tion der Transf orraanten. welche ein Plasmid enthielten, in 
das die partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fiir die Expres- 
sion integriert worden war, erfolgte wie bereits beschrie- 
ben. Das aus diesen Transf ormanten isolierte Plasmid erhielt 

25 den Naraen "pNlI9". 

Zur Konstruktion des Transf ervektors "pN124" wurde 
f olgendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9 beschriebene, 
fiir den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende 

30 cDNA-Fragraent wurde mit den angegebenen Oligonukleotiden mit 
Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiel 9 beschrieben, 
amplif iziert . Dieses Fragment wurde rait BamHl und Asp718 
geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das 
Plasmid "pNR704^ wurde ebenfalls rait BamHl und Asp718 

35 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde isoliert (s.o.). 
Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert, E. coli HBIOl damit 
transf ormiert und der rekombinante Transf ervektor "pN124'* 
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wurde, wie beschrieben, identif iziert und isoliert. 

Zur Tcansf elction der Insektenzellen wucde folgendec- 

massen vocgegangen. 3 ug des Transf ervelctocs "pN113" 

5 wurden mit 1 ug DNA des Autogcapha calif ocnica-Nuklear- 

polyhedcosisvirus (AcMNPV) (EP 127839) in Sf9-Zellen (ATCC 

CRL 1711) tcansf ektiect . Polyhedcin negative Vicen wurden 

identif iziect und aus "Plaques" geceinigt [52]. Mit diesen 

rekombinanten Viren wurden wiedecum Sf9 Zellen wie in [52] 

beschrieben, inf iziect- Nacti 3 Tagen in Kultur wurden die 

125 

infizlerten Zellen auf Bindung yon TNF mittels I-TNFa 

untersucht. Dazu wurden die transf ektierten Zellen mit einer 

Pasteurpipette von der Zellkulturschale abgewaschen und bei 

einer Zelldichte von 5x10^ Zellen/ml Kulturmedium [52], 
125 

das 10 ng/ml I-TNF-a enthielt. sowohl in Anwesenheit 
wie Abwesenheit von 5 \iq/ml nichtmarkiertem TNF-a 
resuspendiert und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden 
die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die zell- 
gebundene Hadioaktivitat in einem y-Zahler gezahlt (siehe 
2Q Tabelle 2) . 



Tabelle 2 



25 



Zellen 



Zellgebundene Radioaktivit^t 
pro 10^ Zellen 



nichtinf iziert e Zellen 



60 cpm 



(Kontrolle) 
infizierte Zellen 



1600 ± 330 cpra 



1.) 



30 



1) 



Mittelwert und Standacdabweichung aus 4 Experiraenten 
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Patentanspcttche 

1. Nichtlosliche Proteine und losliche odet nicht- 
losliche Fragmente davon, die TNF biaden, in homogener Form, 

g sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

2. Vecbindungen gem^ss Anspruch 1« die dutch Molekular- 
gewichte gemass SDS-PAGE unter nichtceduziecenden Be- 
dingungen von etwa 55 kD und 75 kD charaktecisiect sind. 

10 

3. Verbindungen gemMss einem der Ansprtiche 1 und 2. die 
wenigstens eine der folgenden Aminosauresequenzen enthalten: 

Leu-Val-Pco-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys- 
15 Pi^o-Gln-Gly-Lys-Tyr-Tle-His-Pco-Gln-X-Asn-Ser-Ile; 

Ser-Thr-Pto-Glu-Lys-Glu-GIy-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thc-Lys ; 

Leu-Pco-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyc-Ala-Pco-Glu-Pro- 
20 Gly-Ser-Thr-Cys; 

Ile-X-Pro-Gly-Phe-GLy-Val-AIa-Tyr-Pco-AIa-Leu-Glu; 

Sec-Gln-Leu-Glu-Thc-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu- 
25 GIu-Lys-Pro-Leu; 

. Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-AIa-Ser-Gly-Ala-Gly- 
30 Glu-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 



35 



Val-Pro-His-Leu*Pro-Ala-Asp; 
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Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-Ala-Pro 

wobei X fiir einen nicht bestimmten Aminosauretest steht. 

5 4. Ein Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemMss 

einem der Ansprtiche 1-3, dadurch gekennzeichnet . dass man im 
wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinandec 
ausfiihrt: Herstellung eines Zellextralctes. Immunaf f initacs- 
chromatographie und/oder ein- odec mehrfache Liganden- 
af f initatschromatogcaphie. HPLC und preparative SDS-PA§E. 

5. Pharraazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet , 
dass sie eine oder mehrere Verbindung{en) gemass einem dec 
Anspriiche 1-3, gewiinschtenf alls in Kombination mit weiteren 

-jg pharmazeutisch wirksamen Subtanzen und/oder nicht- toxischen, 
inerten, therapeut isch ver trMglichen Tcagermater ialien 
enthalten. 

6. Verwendung einer Verbindung gemass einem der 

20 Anspriiche 1-3 zur Herstellung pharraazeutischer Praparate 
bzw. zur Behandlung von Krankheiten, bevorzugt solchen, bei 
denen TNF involviert ist, 

7. Gegen eine Verbindung gemass Anspriiche 1-3 gerichtete 
25 Antikorper, 

8. DNA-Sequenzen, die ftir Proteine und losliche Oder 
nichtl5sliche Fragmente davon. die TNF binden. kodieren. 

30 9- Von DNA-Sequenzen gemass Anspruch 8 kodierte rekom- 

binante Proteine. 

10. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemass Anspruch 8 
enthalten und zw-r Expression dec von diesen DNA-Sequenzen 
35 kod .i~e*r te n'P'r o t e i n'e'h 1 h^ ' wTe* eiika r y b t i's c he n 

Wirtssystemen geeignet sind. 
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11. Prokaryotische- wie euKaryotische Wirtssysteme. die 
mit einem Vektor geraass Anspruch 10 tcansf ormiert worden 
sind. 

12. Ein Verfahren zuc Hecstellung von Verbindungen 
gemass Anspruch 9, das daducch gekennzeichnet ist, dass man 
ein wie in Anspruch 11 beanspruchtes transf ocmiectes Wirts- 
system in einem geeigneten Medium kultiviert und aus dem 
Wirtssystem selbst Oder dem Medium solche Verbindungen 
isoliert. 



EssmpJs/e immutabUe Fiqur 1 • ••' " • 

"JSf ?^^TC«5GGGGGTTCflAGATCACTGGGACCAGGCCGT^^ 

c¥ ^F^T'^^CTGTCACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACaGACCGAGTCCCGGGA^ 
-65 CCAGCACTGCCGCTGCCAC^urTGCCCTGAGCCCAMTGGGOSAGTGAGAGXCA^ 
""28 . ^ 

-30 MetGlyLeuSerThrValProAspLeuLeuLeuProLeuValLeuLeuGluLeu 

-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

•H 

~ll "J^^i^^yl^eTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHisLeuGiyAspAroGlu 
55 TTGGTGGGAATATACCCCTCAGGGGTTATTGGACTGGTCCCTCACCTAGGGGAb 

*** 

1 }l ^y?^f?^P2^^V*^CysProGlnGlyLysTyrIleHisProGlnAsnAinSerIleCvs 
115 AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC 

1 7? ifjjf J-ysCysHisLysGiyThrTyrLeuTyrAsnAspCysProGlyProGlyGlnAs^ 
175 TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCA^ 

9^? IJjf^fP^X^^'^^^CysGiuSerGlySerPheThrAlaSerGluAsnHisLeuArqHis 

235 acggactgcagggagtgtgagagcggctccttcaccgcttcagaaaaccacctSgacac 

• . , ^ 

7Q? S^™^®'^^^^®''^y^^^^9^ys^l"MetGlyGlnValGluIleSerSerCysTh^ 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACA 

^ii )^^i^P^5^P^^^ValCysGlyCysArgLysAsnGinTyrArgHisTyrTrpSerGlu 

355 gtggaccgggacaccgtgtgtggctgcaggaagaaccagtaccggcattattSact 

^"J:!!i!!}«2i"CysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTcSS 

* • • 

Ini ^^Hlj^-y^^^^^^h^ValCysThrCysHisAlaGlyPhePheLeuA^gGluAsnGlu 

475 caggagaaacagaacaccgtgtgcacctgccatgcaggtttctttctaagagaaaE^ 

m S^^X^i^^5^y^^^''^"^ys^ysLysSekeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG 

170 IleGluAsnValLysGlyThrGluAspSerGlvThrTh rValT.P,,T.o,,pfoT p»v ^inr 
595 ATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTGTT^^ 

ll'i PtiePhPG1yT^llCvsT,pnT,pnSPrT.Pnr.p/,PhoTior. i^,T'^.,>.^........;-T-xClr^^ 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTATCGCTACCAACcS 





Hi !^5Til5^^°^^y^^PCysProAsnPheAlklaProArgArgGluValAiaProProTvr 
895 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGCAGAGA^GG^^ 

Q« ^;^"^i^^^P^^°^le^"AlaThrAlkeuAlaSerAspProIleProAsnProL^^ 
-955-"6AGGGGGCTGACCCMTrrTTr-rniv-ra7'>-rrTr-^-?-7^.^ ■ 




310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeiiAspThrAspAspProAlaThr 

1015 CAGAAGTGGGAGGACAGCGCCCACAAGCCACAGAGCCTAGAaVCTGATC^^ 

330 LeuTyrAlaValValGluAsnValProProLeuArgTrpLysGluPheValArgArgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGAATTCGTGCGGCGCCTA 

350 GlyLeuSerAspHisGluIleAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 GGGCTGftGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGAGCTGCAGAACGGGCGCTGCCTGCGCGAG 

• • . 

370 AlaGlnTyrSerMetLeuAlaThrTrpArgArgArgThrProArgArgGluAlaThrLeu 

1195 GCGCAATACAGCATGCTGGCGRCCTGGAGGCGGCGCACGCCGCGGCGCGAGGCCACGCTG 

* " • • • 

390 GluLeuLeuGlyArgValLeuArgAspMetAspLeuLeuGlyCysLeuGluAsplleGlu 

1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGAGGACATCGAG 

410 GluAiaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCGCCCGCGCCCAGTCTTCTCAGATGAGGCTGC 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGCCTTCCAACCCCACTTTTTTC 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAGCTAGCAGCCGCCTACTTGGTGCTAA^ 

14 95 CCCTCGATGTACATAGCTTTTCTCAGCTGCCTGCGCGCCGCCGACJ^TCAGCGCTGTGCG 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGAGCCTGAGTGGGTGGTTTGCGAGGATGAGGG 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGGTGTCCTCACCAGCAAGGCTGCTCGGGGGCCCCTG 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATAAGCAGTTTTTTTTGTTTTTGTTTTGTTTT 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACTCCTGTGCCCTCTG 

1795 CCTGGACMGCACATAGCAAGCTGAACTGTCCTAAGGCAGGGGCGAGCACGGAACMTG^ 

1855 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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